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ABSTRACT 
Background and Objectives：We considered two possible mechanisms that might be responsible for the increased accu-
mulation of lysozyme in retinoic acid (RA)-deficient cultures, either increased lysozyme synthesis or decreased lysozyme 
degradation based on our previous data. This study was to determine whether the synthesis and decay rate of intracellular 
lysozyme in RA-sufficient cultures are different from those in RA-deficient cultures. Materials and Method：Passage-2 
normal human airway epithelial cells were used. For synthesis rate of lysozyme, day 10 RA-deficient and RA-sufficient 
cultures, incubated over 6 hour period with 35S-methionine-cysteine and cell lysates, were collected. For decay rate, day 10 
cultures grown in the presence or absence of RA were labeled with 35S-methionine-cysteine for 4 hours and the labeling 
media were then removed. Cell extracts were collected over 8 hours. Newly synthesized or labeled lysozyme was immuneo-
precipitated with anti-lysozyme antibody and separated by SDS-PAGE. Results：Lysozyme synthesis rate in RA-sufficient 
cultures was higher than in RA-deficient cultures. In the RA-deficient cultures, the levels of newly synthesized lysozyme 
barely changed over the 8 hour post-labeling period. In contrast, in the RA-sufficient cultures, radiolabeled lysozyme levels 
decreased rapidly during the 8 hour post-labeling period, with a half-life of approximately 6 hours. Conclusion：
Discrepancy in mRNA and protein of lysozyme in RA-deficient cultures is due to the increased stability of lysozyme protein 
in RA-deficient cultures. (Korean J Otolaryngol 1999;42:981-4) 
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서     론 
 
기도에서 상피세포의 분화조절과 점액 및 비점액성 분비의 
조절에 레티노익산과 표피성장인자(epidermal growth fac-
tor)가 관여하는 것으로 알려져 있다.1) Air-liquid interfa-
ce(ALI) 배양법을 이용하여 배양액에 레티노익산 존재상태
에서 배양된 정상기도상피세포가 많은 양의 점액과 적은 양
의 리소자임, 락토페린 및 secretory leukocyte protea-
se inhibitor를 분비한다고 하였다.2-6) Gray 등5)이 사용한 
배양법은 원주형 점액섬모상피세포에 특징적인 형태를 보여
주고 있으나 시험관내 실험에서 배양액에서 레티노익산을 
제거하게 되면 편평상피가 생기게 되고 점액분비가 급격히 
줄어든다고 하였다. 이러한 보고는 비타민 A 결핍식이가 기
도에 심한 편평화생을 유발한다는 기존의 생체에서의 보고
와 일치하고 있다.7) 따라서 생체실험과 시험관내 실험 모두
에서 점액섬모상피세포로의 분화를 위해서는 레티노익산이 
필수적이라는 것을 의미하고 있다. 
현재 상기도 질환으로 인한 사망률이 미국에서는 4위를 
달리고 있고 AIDS환자나 면역이 저하된 환자들에서는 인
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체내에 존재하는 리소자임의 양을 증가시키면 상기도 질환
으로 인한 사망률과 이환율을 감소시킬 수 있어 이에 연구
가 진행되고 있다. 따라서 저자들도 이에 관심을 가지게 되
어 그동안 리소자임의 조절에 대한 연구를 진행하여 왔다. 
저자들은 이전 연구에서 배양액에 레티노익산이 있을 때는 
리소자임 mRNA가 많은데도 불구하고 리소자임 단백질은 
적었고, 레티노익산이 없을 때는 mRNA는 적은데도 많은 
양의 리소자임 단백질이 검출되는 흥미로운 불일치 현상을 
보고한 바 있다.6) 또한 정상기도 상피세포에서 배양시기에 
따라 상피세포의 분화, 리소자임 단백질 분비 및 리소자임 
mRNA 발현에 레티노익산이 미치는 영향을 규명하고자 연구
를 시행하여, 리소자임 단백질이 레티노익산에 의해 직접 
영향을 받지 않고 형태변화에 의한 간접적으로 영향을 받는
다는 것과 레티노익산 결핍시 관찰되는 세포내 리소자임의 
과다한 축적은 병적인 편평화생시에 일어나는 특이적 현상
임을 보고한 바 있다.8) 
그러나 정상기도 상피세포의 편평화생시, 리소자임 mRNA 
는 약하게 발현되는데도 불구하고 리소자임의 세포내 과다한 
축적이 일어나는 현상 즉 mRNA와 단백질의 불일치 현상이 
왜 일어나는지는 알 수 없었다. 이전의 결과를 분석해 본 결
과, 두가지 가능성을 생각하게 되었다. 즉 첫째, 레티노익산 
결핍시 리소자임 합성이 증가하거나 둘째, 분해가 감소하거
나의 두가지중 하나에 해당될 것으로 생각되었다. 이에 저
자들은 레티노익산 유무에 따른 리소자임 단백질의 생성률
과 반감기를 측정함으로써 불일치 현상이 일어나는 이유를 
밝히고자 하였다. 
 
재료 및 방법 
 
저자들이 사용한 배양법은 반투과성 막(Transwellclear, 
Costar Corp., Cambridge, MA, USA)에서 ALI 배양법을 
사용하였으며 사용한 배양액은 bronchial epithelial gro-
wth media(Clonetics Corp., San Diego, CA, USA)과 Du-
lbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, Gibco-BRL, 
Gaithersburg, MD, USA) 1：1 혼합액을 기본으로 호르
몬과 각종 성장인자가 첨가된 배양액을 사용하였다.9) 리소
자임 합성률을 알아보기 위해 인체 정상기도 상피세포(pa-
ssage-2)를 배양액에 레티노익산(5×10 –8M) 유무에 따
라 10일 동안 각각 배양한 후 세포내에 이미 가지고 있는 
cysteine-methionine을 결핍시키기 위해 cysteine-me-
thionine이 결핍된 배양액으로 4시간 전처치하였다. 35S- 
labeled cysteine-methionine(50 μCi/ml, L-[Pro-mixTM 
35S] cell labeling mix, Amersham, Arlington Heights, IL, 
USA)이 들어 있는 배양액으로 갈아준 후 30분, 1, 2, 3, 4, 
6 시간 후에 세포용해액을 채취하였다. 리소자임의 반감기를 
측정하기 위해서는 상피세포를 레티노익산(5×10-8M) 유무
에 따라 각각 35S-labeled cysteine-methionine을 함유하
는 배양액에 4시간 동안 처치 후, 35S가 없는 3배 농도의 
cysteine 및 methionine(12 mg/ml L-cysteine and 24 
mg/ml L-methionine)을 함유하는 배양액으로 갈아주었
다. 세포용해액을 0, 2, 4, 8 시간 후에 채취하였다. 먼저 세
포들을 인산완충용액(PBS, pH 7.6)으로 세척하였으며 0.25 
ml의 용해완충용액(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 1 mM leupeptin, 
1 mM phenyl-methane-sulfonyl-fluoride, PMSF)에 용
해하였다. 세포용해액을 초음파(sonication) 처리하여 균일화
하였고 4℃에서 30분간 원심분리(16,000×g)하였다. 각 시
료의 단백질 농도를 측정하였으며(DC protein assay, Bio-
Rad) 단백질 용해액 1 mg을 4℃에서 1 ml에 10 μg의 리
소자임 항체(DAKO, Carpintera, CA, USA)가 들어 있는 용
액에서 하룻밤 동안 처치하였다. 면역복합체에 protein-A 
agarose beads(10 μg/ml reaction, Pharmacia, Piscata-
way, NJ, USA)를 넣어 4℃에서 3시간동안 진탕기에서 흡착
시킨 후 2분간 원심분리(9,000×g)하였다. 면역침전물을 먼
저 완충용액 A(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 
0.5% Triton X-100, 2 mM EDTA, 1 mM leupeptin, 1 
mM PMSF)로 세척 후 완충용액 B(10 mM Tris-HCl, 
pH 7.5, 0,1% Triton X-100)로 세척하였다. 면역침전물
에 2X Laemmli 시료완충용액 50 μl을 넣고 95℃에서 약 
8분간 끓인 후 상층액을 15% separating 젤(acrylami-
de ： bis＝29 ：1)에서, 200 V에서 45분간 전기영동
(Mini-Protean II, Bio-RAD)하였다. Running buffer는 
25mM Tris(pH 8.5), 192 mM glycine 및 0.1% sodium 
dodesyl sulfate(SDS)를 이용하였다. 전기영동된 단백질
을 나이트로셀룰로스 막에 옮긴 후 방사선 표지된 리소자
임을 StormTM Phosphorimager(Molecular Dynamics, 
Sunnyvale, CA, USA)으로 측정하였다. 방사선 표식된 리소
자임을 분석프로그램(ImageQuant, Molecular Dynamics, 
Sunnyvale, CA, USA)으로 정량하였으며 결과는 인위적인 
Phosphorimager 단위로 표시하였다. 이 실험은 2회 반복하
여 유사한 결과를 얻었으며 대표적인 결과를 나타내었다. 
 
결     과 
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과에서 배양 10일째가 세포내 리소자임 양을 충분한 정도
로 함유하고 있고, 분비된 리소자임 양은 여전히 낮은 상태이
며 상피세포의 탈락도 적어 리소자임의 합성과 분해가, 분비
된 리소자임의 영향없이 측정가능한 시점이기 때문이다. 레티
노익산 존재상태에서는 새로 합성된 리소자임의 양은 2시간
후에 측정가능하였으나 레티노익산 결핍상태에서는 4시간후
에나 측정할 수 있었다(Fig. 1). 이것을 Phosphorimager로 
분석한 결과, 레티노익산 존재상태에서의 리소자임 양이 1
시간후에는 3배정도 많았으며 4시간후에 절정을 이루어 6
배이상의 차이가 있었다. 
 
리소자임 단백질의 반감기 
방사선 표지된 리소자임의 단백질의 양이 0 시점에서 차이
가 이미 매우 큰데, 이러한 결과는 리소자임 합성 차이에 의
한 것이며(Fig. 2) 레티노익산 결핍상태에서 새로 합성된 리
소자임 단백질의 양은 8시간 동안 거의 변화가 없었다(Fig. 
2). 리소자임 단백질의 반감기는 레티노익산 존재상태에서는 
4∼8시간사이로 추정되며 레티노익산 결핍상태에서는 8시간
까지도 리소자임 단백질의 양은 거의 변화가 없었다(Fig. 2). 
 
고     찰 
 
리소자임 mRNA의 발현 조절에 대한 분자생물학적 연구
는 광범위하게 진행되어 종과 세포에 특이적인 것으로 보고
되어 있고10-12) 여러개의 cis-acting promoter와 enhancer
가 분리되어 유전자 특성이 밝혀져 있다.13) 최근 소의 리소
자임 유전자의 5-flanking region에 장액성 세포의 핵단백
질과 장액성 세포에 특이적인 전사에 관계된 부위가 있음이 
보고되었다.14) 리소자임 mRNA의 조절을 연구하기 위해 
가장 많이 사용되는 모델은 닭의 난관과 쥐의 대식세포이다. 
닭의 난관에서 리소자임 mRNA 발현은 스테로이드호르몬 
의존성인데 반해 조혈계에서의 리소자임 발현은 대식세포의 
성숙과 면역조절물질에 의한 대식세포의 활성화와 밀접한 
관계가 있다.10) 
기도 상피세포들은 배양액에 10-9M이상의 레티노익산이 
있을 때는 점액섬모상피세포로 분화가 되고 레티노익산 결
핍시는 편평화생이 일어났다. 저자들의 이전 연구에서,6) 편
평화생이 일어난 상피세포에서 리소자임 mRNA는 적은데 
리소자임 단백질은 왜 많이 측정되는지에 대한 연구를 시행
하여, 정상적인 편평화생시에는 그러한 현상이 나타나지 않
는데 반해, 레티노익산 결핍으로 인한 편평화생에만 매우 많
은 양의 리소자임이 측정되어 레티노익산 결핍상태에서 나
타나는 리소자임의 세포내 과다한 축적은 병적인 편평화생
시에만 일어나는 특이한 현상으로 생각되었고, 레티노익산이 
리소자임의 발현에 직접적인 영향을 미치는 것 보다는 레티
노익산이 세포의 형태에 영향을 줌으로써 간접적으로 리소
자임의 발현에 영향을 준다는 것을 밝혔으나 왜 그러한 현상
이 나타났는지에 대한 이유를 밝히지는 못하였다. 
따라서 다음 단계로 레티노익산 결핍으로 인한 세포의 
형태 변화가 어떻게 세포내 리소자임의 과다한 축적을 일으
Fig. 1. The effect of RA treatment on the levels of lysozyme
synthesis. Day 10, RA-deficient (▨) and RA-sufficient (■) 
cultures were incubated with 35S methionine-cysteine for 6 
hrs and lysozyme synthesis detected by immunoprecipita-
tion (inset), was determined at the indicated times. 
Fig. 2. The effect of RA treatment on the levels of intrace-
llular lysozyme half-life. Lysozyme half-life was determined in 
day 10, RA-deficient (▨) and RA-sufficient (■) cultures which 
were pre-labeled for 4 hrs with 35S methoinine-cysteine. Ra-
diolabeled lysozyme was determined from immunoprecita-
tes (inset) collected at the indicated time intervals over a 8
hr period. 
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키는지, 즉 리소자임 축적 기전을 밝히기 위해 레티노익산 
유무에 따른 리소자임 단백질의 합성률과 반감기를 측정하
였다. 예상과 달리, 레티노익산 존재상태에서 리소자임의 합
성률이 레티노익산 결핍상태에서 보다 훨씬 높았다. 리소자
임 생성 양은 점차 증가하여 4시간에 절정을 이루었고 6시간 
후에는 감소하였는데 이는 생성된 리소자임이 분해되기 시
작하였기 때문으로 사료된다. 그러나 레티노익산 존재상태
에서 리소자임 단백질을 많이 만들어지는데 왜 측정되는 리
소자임 단백질이 적게 나타났는지에 대한 의문이 여전히 남
게 되었다. 이를 해결하기 위해 레티노익산 유무에 따라 리
소자임 단백질의 반감기를 측정하였다. 새로이 합성되어 방
사선 표지된 리소자임 단백질의 반감기에 대한 실험을 진행
하여 레티노익산 결핍상태에서 레티노익산이 있는 상태보다 
반감기가 6배 이상 긴 것을 관찰하였다. 이를 재확인하기 
위해 새로이 합성되어 방사선 표지된 리소자임 단백질뿐만 
아니라 이미 만들어져 세포내에 존재하던 리소자임 단백질
을 포함하는 전체 리소자임 단백질의 반감기를 측정하기 위
해 cyclohexamide 실험을 시행한 결과 동일한 결과를 얻
을 수 있었다(data not shown). 따라서 레티노익산 결핍상
태에서 리소자임 mRNA발현이 적은데도 불구하고 많은 양
의 리소자임의 세포내 축적이 일어난 것은, 레티노익산 결
핍상태에서 리소자임 합성은 적으나 그 반감기가 길어지기 
때문에 합성된 리소자임 단백질이 안정성이 높아져 분해되
지 않고 세포내에 계속 축적되기 때문이라고 생각되었다. 결
론적으로 레티노익산 결핍상태에서 나타나는 리소자임의 세
포내 과다한 축적은 리소자임의 대사장애 즉 만들어진 리소
자임의 분해가 잘 되지 않음으로써 일어나는 병적인 현상으
로 사료되었다. 
 
중심 단어： 리소자임·합성·분해·레티노익산. 
 
본 연구는 1998년도 연세대학교 의과대학 교수연구비에 의해 이루
어졌음. 
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